
Jpn. J. Protozool. Vol. 41, No. 1.  (2008) 

ミドリゾウリムシと共生クロレラの細胞内共生成立機構 

児玉有紀1, 2*†・藤島政博1 
1山口大学大学院理工学研究科, 2日本学術振興会特別研究員 (DC2) 
1〒753-8512 山口県山口市吉田1677-1 
 

Mechanism  of  establishment  of  endosymbiosis  between  the  ciliate   

Paramecium bursaria and the symbiotic alga Chlorella species  
 
Yuuki KODAMA* and Masahiro FUJISHIMA 

 

Graduate School of Science and Engineering, Yamaguchi University, Yoshida 1677-1, Yamaguchi 
753-8512, Japan 
 

 

SUMMARY 
Each symbiotic Chlorella sp. of the ciliate Paramecium bursaria is enclosed in a perialgal vacuole 

derived from the host digestive vacuole, thereby the alga is protected from digestion by the host ly-
sosomal fusion. Algae-free paramecia and isolated symbiotic algae from algae-bearing cells still have an 
ability to live each other. Algae-free cells can be easily reinfected with the algae isolated from algae-
bearing cells by ingestion into digestive vacuoles. The symbiotic associations of these eukaryotic cells 
are excellent models for studying the evolution of eukaryotic cells through the secondary endosymbiosis 
between protozoa and algae. However, the detailed algal infection process had been unclear.  Using pulse
-label of the alga-free paramecia with the isolated symbiotic algae and chase method, we clarified the 
timing of the algal infection process to the algae-free paramecia. Furthermore, four important cytological 
events needed to establish endosymbiosis were found: (1) some algae show resistance to the host ly-
sosomal enzymes in the host digestive vacuole, (2) algal escape from the host digestive vacuole by bud-
ding of the digestive vacuole membrane, (3) differentiation of the host digestive vacuoles wrapping the 
green algae into the perialgal vacuole membrane to protect from lysosomal fusion, and (4) an attachment 
of the green algae wrapped by the perialgal membrane to beneath the host cell membrane. This algal 
infection process is different from those so far known infection processes in other symbiotic and parasitic 
organisms.  
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はじめに 

 

 ミドリゾウリムシ  (Paramecium  bursaria)  は
Paramecium属の中では唯一クロレラを共生させる能

力を持っている。ミドリゾウリムシの細胞質内には

約700個のクロレラが共生しており (図1A)、各クロレ

ラは宿主のリソソームが融合しないPerialagal vacuole 
(PV) 膜に包まれ、宿主の分裂時には娘細胞に分配さ

れる。共生クロレラを持つ原生動物は他にも多数報

告され（原生生物情報サーバ、細胞内共生の項目を

参照）、ヒドラやカイメン等の多細胞生物でも報告

されている (Reisser, 1992)。 
 クロレラは宿主に酸素やマルトースなどの光合成

産物を与える (Brown and Nielsen, 1974; Pado, 1967)。
一方、宿主はクロレラにCO2やNH3、光合成活性上昇

因子などを与える (Reisser, 1986; Albers et al., 1982; 
Albers  and  Wiessner,  1985;  Kamako  and  Imamura, 
2006)。ミドリゾウリムシとクロレラは相利共生の関

係であるが、両者はまだ単独で増殖できる。ミドリ

ゾウリムシを恒暗条件下で培養したり、タンパク質

合成阻害剤や光合成阻害剤で処理するとクロレラを

除去できる (図1B) (Karakashian, 1963; Reisser, 1976; 
Weis, 1984)。このクロレラ除去細胞とミドリゾウリ

ムシから単離した共生クロレラを混合すると、細胞

口から取り込まれたクロレラの一部が食胞を経由し

て数時間後には容易に細胞内共生を再開する 

(Karakashian, 1975)。ミドリゾウリムシは培養が容易

で共生不能突然変異体も得られ (Tonooka and Wata-

nabe, 2002)、細胞が透明であるため感染過程の観察

が容易でマイクロインジェクションも可能である点

から二次共生成立機構解明のモデル材料になると考

えられてきた。しかし、クロレラ除去細胞と共生ク

ロレラを混合すると、短時間で多数のクロレラが食

胞に取り込まれるため観察が困難で、クロレラの感

染ルートの詳細は不明瞭なままであった。 
 
 
パルスラベルとチェイスの方法 

 

 我々はクロレラ除去細胞に一定数のクロレラを1.5
分だけパルス的に与え、その後チェイスして食胞内

に取り込まれたクロレラを経時的に追跡にする最適

条件を確立し、クロレラの感染ルートの全容を明ら

かにした (Kodama and Fujishima, 2005, 2007; Kodama 
et al., 2007)。 
 
 
ミドリゾウリムシの食胞の分化 
 
 P. multimicronucleatumの食胞形成の詳細な研究はハ

ワイ大学のFokとAllen等によって行われている (Fok 
and Allen, 1988)。ミドリゾウリムシの食胞形成に関
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図1. A、ミドリゾウリムシ。B、Aを暗闇で培

養することによってクロレラを除去した白いミ

ドリゾウリムシ。Ma = 大核。 

図2. ミドリゾウリムシの食胞の分化。詳細は本

文参照。白丸は緑色のクロレラを、灰丸は消化さ

れて黄色くなったクロレラを、黒丸は消化されて

茶色くなったクロレラを示す。Kodama  et  al. 
(2007) を改変して転載。 
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する研究報告は無く、P. multimicronucleatumと同じで

あるされていた (Meier and Wiessner, 1989)。しかし、

パルスラベルとチェイスを行い、ミドリゾウリムシ

の食胞の分化過程を観察したところ、P. multimicro-
nucleatumとは大きく異なることが明らかになった。

図2に示すように形態と出現時期を基にミドリゾウリ

ムシの食胞の分化を８時期に分類し、その出現時間

を明らかにした。 
 クロレラ除去細胞と単離した共生クロレラを混合

後、0.5分以内にはDV-Iが観察される。DV-Iの食胞膜

は光学顕微鏡で観察でき、食胞は球形である。0.5–
1.0分後には食胞膜が収縮したDV-IIに分化する。2.0–
3.0分後には、再び食胞膜が膨潤したDV-IIIに分化す

る。DV-IIIは食胞内の全てのクロレラが緑色のDV-
IIIa、消化途中の黄色く退色したクロレラと緑色のク

ロレラの双方を包むDV-IIIb、食胞内の全てのクロレ

ラが黄色のDV-IIIcの3つのサブステージに分けられ

る。20分以降は食胞膜が再び収縮したDV-IVに分化

する。DV-IVもDV-IIIと同様にDV-IVa、DV-IVb、DV
-IVcに分けられる。DV-IVではクロレラの消化がさら

に進む。pH指示薬で標識した酵母菌を取り込ませ、

酵母菌の色の変化で食胞内pHを測定した結果、DV-II
でアシドソームが融合し、食胞の酸性化が起きるこ

とが分かった。Gomori染色 (Gomori,  1952) で酸性

フォスファターゼ (AcPase) 活性の有無を調べると、

DV-III以降で活性が検出されることから、DV-IIIでリ

ソソームが融合することが分かった (Kodama and 
Fujishima, 2005, 2006a)。 

 
クロレラの感染過程と細胞内共生成立のために必須

な4つの現象 

 

 最終的に細胞内共生を成立させるクロレラがどの

食胞から脱出して細胞質に出現するのかとそのタイ

ミングを明らかにした。その結果、クロレラが辿る

感染過程には次に述べる4つの重要な現象が存在する

ことが明らかになった。 
 第1は、一部のクロレラが宿主食胞内で一時的にリ

ソソーム酵素耐性になる現象である。細胞内共生を

成立させるクロレラは、混合後30以降に消化された

クロレラ (図3、D) と消化を免れた緑色のクロレラを

包むDV-IVbから細胞質に脱出することが明らかに

なった (Kodama and Fujishima, 2005)。クロレラが一

時的にリソソーム耐性を獲得するこの現象は、クロ

レラの細胞周期、宿主食胞内の位置、クロレラの種

類、クロレラと宿主のタンパク質合成活性の有無と

は無関係であった (Kodama et al., 2007)。一部のクロ

レラが一次的にリソソーム耐性を獲得する理由はま

だ明らかになっていない。 
 第2は、クロレラが食胞膜の出芽で細胞質に脱出す

る現象である。食胞からの脱出は、消化を免れたク

ロレラだけでなく (図4、矢尻)、消化されたクロレラ 
(図4、矢印) も可能である。この脱出は、煮沸したク

ロレラや酵母菌、ミドリゾウリムシに感染不能なク

ロレラでも可能であるが、最終的には消化または排

出される。一方、直径0.81 µmのラテックスビーズ、

宿主の餌のバクテリア、墨汁は脱出が不可能であっ

た。また、食胞からの脱出は、宿主とクロレラ双方

のタンパク質合成を必要としない (Kodama and Fu-
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図3. 消化されたクロレラ (D、直径が小さく色が

濃いもの) と消化を免れた緑色のクロレラが共存す

る食胞DV-IVb。細胞内共生を成立させるクロレラ

はDV-IVbから出現する。消化クロレラと消化を免

れたクロレラの食胞内での位置に局在性は無く、

各DV-IVbの大きさも様々である。Bar = 10 μm。  

図4. クロレラ除去細胞と単離した共生クロレラを

混同してから3時間後の細胞。クロレラ除去細胞と単

離した共生クロレラを混合した直後は、クロレラは

食胞内にパッキングされている。クロレラと混合し

てから30分後にはクロレラの宿主食胞からの脱出が

始まる。食胞からの脱出は消化を免れた緑色のクロ

レラ (矢尻) だけではなく、消化された茶色いクロレ

ラ (矢印) も可能である。 Bar = 10 μm、Ma = 大核。 
Kodama and Fujishima (2005)より転載。 
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jishima, 2005, 2006b)。 
 第3は、クロレラを包む食胞膜がリソソーム融合を

阻止するPV膜に分化する現象である。DV-III以降の

食胞内と、クロレラと混合後30分以降の出芽部分の

食胞膜とクロレラの細胞壁の間にはAcPase活性が検

出された。混合後45–60分には、細胞質に脱出した緑

色のクロレラが宿主の細胞表層直下に接着する現象

が観察される。このクロレラは宿主の原形質流動に

よって移動することはない。このクロレラを包む膜

の内側にはAcPase活性は検出されなかった。つま

り、食胞膜からPV膜への分化は、DV-IVbからの脱出

直後から宿主の細胞表層直下に接着する間に起きる

ことが明らかになった  (Kodama  and  Fujishima, 
2006a)。 
 第4に、PV膜に包まれたクロレラが宿主細胞表層

直下に接着する現象である。ミドリゾウリムシの共

生クロレラや感染可能な自由生活クロレラ （C. 
vulgaris,  C. sorokiniana, Parachlorella kessleriの３種

類） は食胞脱出後、宿主の細胞表層直下に接着する 
(図5B、矢印)。一方、感染不能なクロレラ （C. ellip-
soidea, C. saccharophila, C. fusca var. vacuolata, C. zof-
ingiensis, C. protothecoides） は、食胞内で消化を免

れ、宿主細胞質へ脱出できるが、細胞表層直下に接

着はできず (図5D)、最終的に細胞肛門から排出され

た。これらの結果は、宿主細胞表層直下への接着が

二次共生成立の最終段階として必須な現象であるこ

とを示唆している。さらに、クロレラの感染能の有

無は、細胞壁の糖組成で決まると報告されていたが 

(Takeda et al., 1998)、糖分解酵素や蛍光標識レクチン

を用いた実験結果から糖組成とは無関係であること

が証明された (Kodama and Fujishima, 2007)。 

 
クロレラの宿主リソソーム攻撃からのエスケープ機

構 

 

 細胞内共生生物が宿主細胞内に侵入して安定して

維持されるためには、第一に宿主リソソーム攻撃を

回避する必要がある。この方法には、Yersinia属細菌

の様に、マクロファージの機能を阻害し貪食に抵抗

する例、Listeria属とHolospora属細菌の様に、ファゴ

ソーム膜から細胞質へ脱出し、リソソームによる殺

菌を回避する例、結核菌、Salmonella属、Legionella
属、Brucella属細菌の様にファゴソームとリソソーム

との融合を阻害する例がある (Iwatani et al., 2005; 山
本・高屋, 2006)。クロレラはリソソーム融合前に食

胞から脱出すると考えられていたが (Meier and Wi-
essner, 1989)、我々は、細胞内共生に成功するクロレ

ラは、アシドソームとリソソームが融合した食胞内

で一次的にリソソーム酵素耐性能を獲得し、その後

リソソームが融合しないPV膜に包まれて増殖するこ

とを明らかにした。クロレラの宿主リソソーム攻撃

からのエスケープ機構は、これまでに報告されたど

の寄生性細菌や共生細菌とも異なる新規なものであ

る (Kodama and Fujishima, 2005)。 
 
 
今後の展開 

 

 筆者らがミドリゾウリムシとクロレラの細胞内共

生成立機構の研究を始めて今年で5年になる。これま

では細胞生物学的な手法でクロレラの感染過程の観

察を中心に行ってきた。今後は筆者らが発見した細

胞内共生成立のために必要な4現象を分子レベルで解
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図5. A、 クロレラ除去細胞と単離した共生クロレラを混合してから3時間後の細胞。 
B、Aの左上部の拡大図。宿主の細胞表層直下にクロレラが定着している (矢印)。C、ミドリゾウリムシ

に共生できない自由生活クロレラ (C. saccharophila, strain C-169) を与えてから3時間後の細胞。D、Cの
左上部の拡大図。この種のクロレラは宿主細胞表層直下に定着できずに消失し、細胞内共生を成立させ

ることができない。Bar = 10 μm、Ma = 大核。Kodama and Fujishima (2007)より転載。 



明し、二次共生成立のために必要な諸現象の分子機

構を明らかにしたい。この研究が進めば、任意の組

み合わせで細胞内共生を人為的に誘導し、有用細胞

をつくり出す画期的な技術開発が可能になることが

期待される。この技術の開発は、究極の省エネ対策

としての食料不足の改善、CO2の減少、O2の増加、

生存に不適な各種ストレス環境でも生育できる生物

の作成等に貢献できることが期待される。さらに、

この研究で得られた情報は、共生クロレラを持つ様々

な共生系や他の動物細胞と藻類との共生系の維持の解

明と生態系の維持にも役立つことが期待できる。 
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